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摘要 
手足口病（HFMD）是一种多发于 5 岁以下幼儿，由肠道病毒所引起的急性
传染病，最常见病毒是柯萨奇病毒 A16型（CVA16）和肠道病毒 71 型（EV71）。
EV71 的感染尤其可能导致严重的中枢神经系统疾病及相关并发症。近几年由
EV71 的感染呈现强传染性、高死亡率的趋势，而对于该疾病目前仍缺乏有效的
对症治疗药物。 
2A 蛋白酶是 EV71 成熟和感染的重要因子，切割病毒多聚蛋白；参与病毒
的抗干扰素通路；压制宿主的先天性免疫反应；促进病毒核酸的复制与蛋白质翻
译；诱导细胞凋亡等作用。所以它是由 EV71引起的手足口病的重要药物靶点，
而至今还没有针对 2A蛋白酶的特异抑制剂。 
本课题中我们解析了 EV71 2A（C110A）蛋白酶的高分辨率三维结构，通过
基于分子对接的虚拟筛选和基于片段技术的方法筛选出在活性口袋的蛋白酶抑
制剂苗头化合物和片段小分子，以及解析出了蛋白与小分子片段复合物的晶体结
构，并利用核磁共振的饱和转移差谱（STD），生物膜干涉（BLI）的方法验证它
们之间的相互作用及确定相互作用位点，为蛋白酶抑制剂的设计改进提供了基
础。我们进一步表达并纯化了活性 EV71 2A 蛋白，为与共价抑制剂的共晶以及
酶活测验等提供前体。该进展为研究 EV71 相关疾病的治疗药物改进和开发奠定
了重要基础。 
关键词：EV71 ；2A蛋白酶；抑制剂；  
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Abstract 
Hand, foot and mouth disease (HFMD) is an acute infectious disease caused by 
enteroviruses mostly for children under 5 years old. The most common viruses for 
HFMD are Coxsackie A16 (CVA16) and Enterovirus 71 (EV71). It is generally 
believed that severe and fatal cases with neurological complications are caused by 
EV71.  
2A protease is an essential enzymes for the mature and infection of EV71. It can 
process the polyprotein produced in the virus life cycle, suppress the host innate 
immune responses, promote the replication of the viral genome and protein translation, 
induce cell apoptosis and so on. 2A protease is an important target for the 
development of drugs for treating HFMD. Up to date however there is no specific 
inhibitors for 2A protease. 
In this thesis, we use the methods of molecular and structural biology to solve 
the high-resolution structure of EV71 2A (C110A) protease. Small molecule that can 
bind at the active pockets was obtained by virtual screening and fragment-based 
technology. The techniques of saturation transfer differential spectrum (STD) of 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR), bio-layer interference (BLI) and other methods 
were employed to verify the compound interaction with the protease. The active 2A 
protease was also obtained, providing a basis for the crystallographic studies of 
covalent inhibitors. These study sets a foundation for the drug development targeting 
EV71 related diseases.  
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1 前言 
1.1手足口病 
1.1.1手足口病的简介 
手足口病（Hand, foot and mouth disease, HFMD）是由多种小 RNA病毒科
（Picornaviridae）中肠道病毒属引起的以手足口出现水泡为特征的一种全球高传
染性疾病[1]，以婴幼儿发病为主。病原学表明 CVA16（Coxsackievirus A group 
16）和 EV71（Enterovirus71）是导致 HFMD 的主要病原体[2]。大部分手足口病
病情为自限性疾病，主要引起患儿手足等部位皮肤疱疹和口腔的溃疡，如图 1-1
所示，同时伴有如发热、厌食、乏力等全身症状，少数患儿可能引起神经或心脏
系统并发症[3]，个别患儿病情严重，还容易导致死亡。由 EV71 引起的手足口病
还能损害中枢神经系统并导致心肺功能衰竭，引发重症[4]，而且发病率持续增高。
“手足口病”在 1959 年被正式命名，CVA16 为早期发现的病原体，EV71 是在
1969年美国加利福尼亚被成功分离出来。  
 
 
图 1-1 手足口病临床症状 
Figure 1-1 The clinical symptom of HFMD 
 
1.1.2 手足口病的流行病学 
手足口病自报道至今，在世界上多次大规模爆发并造成数以千万计的病例，
1981 年 HFMD 在中国上海被首次报道。自 1997 年以来，该病主要在亚洲-太平
洋地区大规模流行并成为危害儿童的世界公共卫生问题。2008 年手足口病在中
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国流行，造成有 488,955 感染病例和 126 死亡病例[5]，同年 5 月，国家卫生部正
式将 HFMD 纳入全国法定丙类传染病病例[6]，而且发病率几乎每年都排在丙类
传染病之首，稳居儿童各类传染病发病的第一位，其中学龄前儿童发病率最高。
近几年据统计，年龄大于五岁的患病人数也在逐渐增多，而且男性发病率比女性
高，原因机制以待进一步研究。 
根据国家卫生计生委疾病预防控制局统计，从 2007年到 2016 年的手足口病
疫情如表 1-1所示。 
 
表 1-1 2007-2016年手足口病在大陆地区报告的发病和死亡统计 
Table 1-1 HFMD morbidity and mortality statistics report in mainland 
China area from 2007 to 2016 
年份 发病数 死亡数 
2007 83,344 17 
2008 488,955 126 
2009 1,155,525 353 
2010 1,774,669 905 
2011 1,619,706 509 
2012 2,168,737 567 
2013 1,828,377 252 
2014 2,778,861 501 
2015 1,997,371 129 
2016 2,468,174 201 
 
由近几年的报道来看，手足口病的疫情依然严重，并发症发生率和死亡率
也还较高，可能存在周期复发的可能，对人类的健康影响依然很大。 
1.1.3 手足口病的病原学 
手足口病的主要致病原包括肠道病毒 71 型（EV71）、柯萨奇病毒 A 组
CVA16、CVA4-10、CVA24 和 B 组 CVB2-5 及埃可病毒（Echovirus）ECHO18
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等 20多种，其中以 CVA16和 EV71最为常见，成为主要病原体，近年这两种病
毒的感染交替出现，如 2010 年在该阳性病例中 EV71 占 82%，2011 年 CVA16
占 51%。现在又不断有新的致病原出现并流行[7]。  
据统计在有实验室诊断的近六十万 HFMD 病例中，EV71 约占 45.0％，
CVA16约占 25.0％，而且在导致伴随神经系统并发症的致命性手足口病病原中，
内地流行的 EV71 C4a 基因亚型是绝对优势亚型。因为 EV71可造成手足口病中
80%以上的重症病例和 90%以上的死亡病例，成为导致 HFMD 重症和死亡的最
主要病原。 
1.1.4 手足口病的治疗原则和预防方法 
HFMD传播方式多种多样，病毒通常通过粪口途径直接传播[8-10]；或者通过
污染的用具物品食物引起间接传播；患者咽部口腔肠道的病毒可以通过飞沫传
播等。该病每隔两到三年在人群中就可能爆发一次。 
手足口病传染性强，分布地区范围广泛，四季均可发病，以春季、夏季尤其
居多（4 月到 8月），在湿热条件下病毒会急剧增多，发病率也增加[11]。 
虽然由中国食品药品检定研究院和中国医学科学院生物研究所研发了灭活
疫苗，首批疫苗在 2016 年 3 月已正式投入市场使用[8]，但疫苗针对性强（只针
对 EV71），病毒的变种和血清型又逐渐增多，还包括不同种属、个体差异性病毒
的流行，免疫力慢不适于做紧急预防免疫等，使得该疫苗还未能得到广泛应用，
也不能达到百分百的保护率，而且对于该疾病又无特效的治疗药物，这为手足口
病的防治仍然带来困难。 
为预防手足口病，要注意个人卫生，环境卫生和食品卫生等，预防病从口入，
饭前便后勤洗手，对污染过的日常用品要消毒处理，避免交叉污染。保持室内通
风，尽量避免接触病患，及时发现病症，做好预防和控制策略，防止蔓延扩散。
如今比传统更有效的预防和监控疫情的方法也在不断开发[12]。 
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